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を FACS で検証し，EGFR と EpCAM が胆道癌で多く発現していることを確認した。Z33 ファイバ
ー改変型アデノウイルスに EGFR および EpCAM 抗体を結合させて遺伝子発現を見たところ，ア
デノウイルスレセプター(CAR)の発現に関わらず，胆道癌細胞株で遺伝子の発現を認めた一方，
HeLa 細胞や正常肝細胞においては認めなかった。次に，EGFR，EpCAM 抗体を結合させた UPRT
搭載 Z33 ファイバー改変型アデノウイルスを各種胆道癌細胞に感染させ，5FU を投与したとこ
ろ，胆道癌細胞株で良好な殺細胞効果を認めた一方で，正常肝細胞に対しては安全性を示した。
ヌードマウスを用いた胆道癌皮下移植モデルでの抗腫瘍効果を検証したところ，EGFR または









Biliary cancers are highly malignant diseases with poor prognosis and thus development of new 
treatments such as gene therapy is necessary.  Although adenovirus vectors are widely used for cancer 
gene therapy, conventional adenoviral vectors infect not only cancer cells but also normal cells.  
Therefore, a new method that allow more specific gene delivery to cancer cells needs to be developed to 
obtain more efficient anti-tumor effect and safety.  We explored methods of retargeting adenovirus 
vectors for targeted gene therapy of human biliary cancers using the Ad incorporating an IgG Fc binding 
motif (Z33) from the Staphylococcus protein A (Ad-FZ33) combined with tumor specific antibodies.  
Flow cytometry analysis revealed high expression levels of epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) 
and epidermal growth factor receptor (EGFR) on human biliary cancer cells.  Ad-FZ33 expressing LacZ 
combined with antibodies against EpCAM or EGFR, followed by β-gal assay, demonstrated highly 
efficient gene transduction in these biliary cancer cells, compared with the treatment with control 
antibody or without antibody.  Ad-FZ33 expressing uracil phosphoribosyl transferase (UPRT), an 
enzyme which greatly enhances the toxicity of 5-fluorouracil (FU), combined with antibodies against 
EpCAM or EGFR, remarkably enhanced the sensitivity of biliary cancer cells to 5-FU.  By contrast, the 
treatment didn’t affect 5-FU sensitivity of the cells not expressing EpCAM or EGFR including normal 
hepatocytes.  Finally, treatments with the UPRT-expressing Ad-FZ33 with antibodies against EpCAM 
or EGFR, followed by 5-FU administration, were significantly suppressed the growth of biliary cancer 
xenografts in nude mice.  These results indicate that the molecular target genechemotherapy mediated by 
the Z33 fiber-modified adenovirus with anti-EpCAM or anti-EGFR antibodies offers a potentially 








研究課題名（英文） Experimental Efficacy of Genechemotherapy for Biliary cancer using 
molecular target gene transduction method. 
研究代表者 





                               （金額単位：円） 
 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 
2010 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 
2011 年度 800,000 240,000 1,040,000 
年度  
  年度  
















て報告してきた（Fukuda, et al. Cancer Res. 
2003; 63: 4434-40. ）。さらに， 5-FU を
5-fluorouridylic acid（FUMP）に代謝活性化













































胆 嚢 癌 由 来 細 胞 （ ３ 種 類 ）：
TGBC-1TKB ， TGBC-2TKB ，




  子宮頚癌由来細胞（１種類）： 
HeLa 細胞 
・ヒト正常細胞 
     正常肝細胞(初代培養) 
・ウイルス調整用細胞 
  ヒト胎児腎 293 細胞 
（2）ウイルス 
 ・Z33 ファイバーアデノウイルス 
  UPRT 搭載 Z33 ファイバー改変型アデ
ノウイルス (Ax3CAUP-FZ33)， 
LacZ 搭載 Z33 ファイバー改変型アデ
ノウイルス (Ax3CAZ3-FZ33) 

























④ 標的抗体結合 Z33 ファイバー改変型ア
デノウイルスによる遺伝子導入効率の検
討（UPRT 発現） 




た。72 時間後に細胞を回収し UPRT の発
現をウエスタンブロットアッセイで確認
した。 
















抗体結合 Z33 ファイバー改変 UPRT 搭載ア
デノウイルス＋5FU 群，b) EGFR 抗体結合
Z33 ファイバー改変 UPRT 搭載アデノウイ
ルス＋5FU 群，c) 非特異的抗体結合 Z33
ファイバー改変 UPRT 搭載アデノウイルス
＋5FU 群，d) 野生型ファイバーUPRT 搭載
アデノウイルス＋5FU 群，e) EpCAM 抗体
＋5FU，f) EGFR 抗体＋5FU，g) 5FU 単独投





























③ 標的抗体結合 Z33 ファイバー改変型ア
デノウイルスによる遺伝子導入効率の検
討（βガラクトシダーゼアッセイ） 










TGBC-1TKB と KMC-1 において顕著であ
った。一方で，HeLa や正常細胞株での遺
伝子導入効率は低かった。 
④ 標的抗体結合 Z33 ファイバー改変型ア
デノウイルスによる遺伝子導入効率の検
討（UPRT 発現） 
UPRT 搭載 Z33 ファイバー改変型アデノウ
イルスに EGFR，EpCAM 抗体を結合させ，





























KMC-1 を移植し，腫瘍体積が 150 mm3 に達
した時点で，a) EpCAM 抗体結合 Z33 ファ
イバー改変 UPRT 搭載アデノウイルス＋
5FU 群，b) EGFR 抗体結合 Z33 ファイバー
改変 UPRT 搭載アデノウイルス＋5FU 群，
c) 非特異的抗体結合 Z33 ファイバー改変
UPRT 搭載アデノウイルス＋5FU 群，d) 野
生型ファイバーUPRT 搭載アデノウイルス
＋5FU 群，e) EpCAM 抗体＋5FU，f) EGFR
抗体＋5FU，g) 5FU 単独投与群，h) コント




















3)．UPRT 搭載 Z33 ファイバー改変型アデノウ
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